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Ⅰ.要約 
[背景] 
腫瘍から間質細胞を取り除いて高純度の癌細胞を入手する事は技術的に未だ困難
である。私は、超免疫不全マウスである NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Sug/ShiJic （NOG）
マウスで緑色蛍光蛋白の enhanced green fluorescent protein（eGFP）をユビキタス
に発現する NOG-EGFP マウスにおけるヒト癌細胞異種移植モデルを用い、蛍光性を利
用した間質細胞除去による高純度癌細胞サンプリングシステムの確立を目指し研究
を行った。 
[方法] 
ヒト膵癌細胞株(MIA Paca2,AsPc1)とヒト胆管癌細胞株(HuCCT1,TFK-1)を用いて
NOG-EGFPマウスと nonobese diabetic/severe combined immunodeficiency （NOD/SCID）
マウスの腫瘍形成能を比較検討した。また、手術で摘出された膵癌臨床検体の生着率
を NOG-EGFPマウスと NOD/SCIDマウスで比較検討した。NOG-EGFPマウスで形成された
皮下腫瘍を摘出し，コラゲナーゼを用いて単細胞処理を行った後，癌細胞とマウス間
質細胞に分離するためフローサイトメトリーを施行した。さらに、分離・回収された
癌細胞内へのマウス間質細胞の混入を調べるため、マウス間質細胞の各種表面抗原マ
ーカーで染色しフローサイトメトリーで解析した。フローサイトメトリーで回収され
た癌細胞のviabilityを検討するため、回収後の癌細胞を培養用ディッシュで培養し、
再度 NOG-EGFPマウスへ皮下移植し腫瘍形成を観察した。 
[結果] 
NOG-EGFPマウスの腫瘍形成能は NOD/SCIDマウスと比較したところ、膵癌細胞株、胆
管癌細胞株全てにおいて有意に優れていた(p<0.01)。膵癌臨床検体移植では、両者で
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顕著な差は認めなかったが、NOG-EGFPマウスで腫瘍生着が良好な傾向をみた。皮下腫
瘍を単細胞化後フローサイトメトリーで解析したところ、eGFPの有無により細胞は明
瞭に 2群に分離され、eGFP陰性細胞をソートすることで癌細胞を回収した。回収した
癌細胞内のマウス間質細胞混入率は各種 0.4-1.7%であり、NOD/SCID EGFP マウスを用
いた過去の報告と同等かそれ以下であった。ソート後に培養した癌細胞の viability
は通常よりやや劣るものの、NOG-EGFPマウス皮下において腫瘍形成能を保持している
ことが確認された。 
[結論] 
NOG-EGFPマウスの腫瘍形成能は他の免疫不全マウスより優れており、従来では生着を
認めなかった癌種や微量検体でも生着が期待できる。さらに、その蛍光性により生着
した腫瘍を癌細胞とマウス間質細胞を明瞭に分離する事が可能で異種移植モデルか
ら各種解析を行う上で純度の高いサンプルを獲得する新たな方法と成り得る。 
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Ⅱ 研究背景 
免疫不全マウスにヒト癌細胞を移植する「異種移植モデル」は様々な癌研究分野で
利用されている。最近では手術により摘出した臨床検体を移植した異種移植モデルが、
薬剤感受性試験や、バイオマーカーの検索等に応用されている 1, 2。異種移植モデル
における薬剤感受性と臨床上での実際の効果は、縮小効果及び薬剤抵抗性で高い相関
性を示していたとする報告があり 3、異種移植モデルの意義は極めて大きく、その最
終的な目標は、患者個々で異なる癌の特性に対応した治療、いわゆる「個別化治療」
の実現である。また、臨床検体や異種移植した癌の遺伝子解析は個別化治療の実現に
は避けて通れないものであるが、正確な解析を行うためには、必要充分なサンプルの
量と質が求められる。しかし、解析に使用する臨床検体は量的に限られるという問題
があり、癌を継代により更新・増殖できる点で異種移植モデルの方が優れていること
からも、異種移植モデルの持つ意義は大きい。 
 癌組織を解析に用いる場合、癌細胞と間質細胞から構成されていることに注意する
必要がある。すなわち両者を区別して解析しなければならない。異種移植による癌組
織においては、間質細胞は宿主由来であり、臨床検体を直接移植した場合においても
最終的に間質細胞はヒト由来のものから宿主由来のものへと置き換わることから 4、
異種移植腫瘍を用いて正確な解析を行う場合には癌細胞とマウス由来間質細胞を高
精度に分離して、‘純度の高い’癌細胞を獲得する必要がある。しかし、正確な解析
結果を得るためにヒト癌細胞からマウス由来間質細胞を分離し、高純度の癌細胞を回
収する事が肝要であるとしても、実際には完全な分離を行う事は困難である。その一
方で，高解像度マイクロアレイ、次世代型シークエンサーが開発され、網羅的解析を
行う上で間質細胞の混入のない純度の高いサンプルの提供に対する需要はますます
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高まってきている。それ故、癌組織を癌細胞と間質細胞に明確に分離し、間質細胞の
混入無く癌細胞を獲得する方法の確立が急務であり、その重要性は極めて大きい。一
方で、間質細胞を標的とした新規抗癌剤の開発が注目され癌治療における間質細胞の
重要性が増している。癌組織を癌細胞、間質細胞に分離し、それぞれ高純度で回収す
る事で間質細胞への研究に新たな道を提示する可能性がある。 
 現在、異種移植モデルに使用される免疫不全マウスとしては、nude マウス、
NOD/SCID (nonobese diabetic/severe combined immunodeficiency)マウス、NOG (正
式名：NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Sug/ShiJic)マウスなどが挙げられる。現時点では、NOG
マウスは最重度の免疫不全マウスである。Machidaらは他の免疫不全マウスよりもNOG
マウスの腫瘍形成能が高いことを報告している 5。この点から異種移植モデル作成の
点では NOGマウスは他の免疫不全マウスと比較して有用である事が示唆される。 
 2008 年、Niclou らは NOD/SCID マウスに enhanced green fluorescent protein 
(eGFP )をユビキタスに全身発現する EGFP マウス（正式名：C57BL/6-Tg eGFP）を戻
し交配させ NOD/SCID EGFPマウスを作成した。彼らは NOD/SCID EGFPマウスにヒト癌
細胞株を異種移植し作成した腫瘍をフローサイトメトリーにより癌細胞とマウス由
来間質細胞に分離し、収集された癌細胞内のマウス由来間質細胞の混入は少量である
ことを報告した 6。一方、2008年に Suemizu らは NOGマウスと EGFP マウス（正式名：
C57BL/6-Tg eGFP）を戻し交配により掛け合わせ NOG-EGFP マウスを作成し、NOG マウ
スと NOG-EGFPマウスの免疫不全度に差を認めなかった事を報告した 7。しかし、現在
まで NOG-EGFP マウスを用いて癌の異種移植モデルを作成し各種実験に応用した報告
はない。 
 私は、NOG-EGFPマウスは腫瘍形成能に優れ、さらにその蛍光性が異種移植された腫
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瘍の癌細胞と間質細胞の分離に有用性を発揮すると仮説を立て、本研究を行った。す
なわち、①NOG-EGFP マウスと NOD/SCID マウスにおいて膵癌細胞株と膵癌臨床検体を
用いて腫瘍形成能を比較した。②NOG-EGFPマウスにヒト癌細胞株を移植し作成した腫
瘍をフローサイトメトリーで癌細胞と間質細胞に分離し、癌細胞に含まれる間質細胞
の混入を解析した（背景[2]への回答）。③収集した癌細胞を培養後に皮下移植するこ
とでフローサイトメトリー後の癌細胞の viability を評価した。本来ならば腫瘍形成
能の比較検討では NOG-EGFP マウスと NOG マウスあるいは NOD/SCID EGFP マウスで比
較するべきであり、また分離精度においては NOD/SCID マウスでも同様の実験を行い
比較検討すべきではあるが、①NOG-EGFPマウスの異種移植生着率は NOGマウスと同等
であることが確かめられていること、②NOD/SCID EGFP マウスは入手困難であること、
③Niclou らの報告では NOD/SCID マウス、NOD/SCID EGFP マウスの腫瘍形成能に差は
認めないこと、以上から今回は NOD/SCIDマウスを比較対象とした。 
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Ⅲ 研究目的 
 本研究では、最重度の免疫不全マウスである NOG マウスと同等の免疫不全を示す
NOG-EGFPマウスの癌異種移植モデルを用いて、フローサイトメトリーにより生着した
腫瘍からマウス間質細胞の混入の少ない‘純度の高い’癌細胞を抽出する方法を確立
することを目的とした。 
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Ⅳ 研究方法 
以下の動物実験は全て「国立大学法人東北大学における動物実験等に関する規定」
に従い行った。ヒト膵臓癌臨床検体を使用した実験は東北大学倫理委員会の承認(承
認番号:2010-394)を得た後に行った。 
１．実験動物 
実験動物中央研究所(Central Institution of Experimental Animals: CIEA, Ka-
wasaki、Japan)から 6 週齢、雌の NOG-EGFP (正式名: NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1SugTg 
(Act-EGFP) C14-Y01-FM1310sb/ShiJic)マウス、6週齢の雄 NOGマウスを 3匹ずつ供与
して頂いた。NOD/SCID マウスは日本クレア(東京、日本)から購入し使用した。CIEA
の許可の下、雌の NOG-EGFP マウスと雄の NOG マウスを交配させ産仔マウスを実験に
使用した。NOG-EGFP マウスの判別は携帯紫外線照射ランプ(コスモバイオ、東京、日
本)を用いて行った。産まれた NOG マウスは過麻酔で安楽死させた。全てのマウスの
繁殖、飼育は東北大学動物実験施設で行った。 
２．使用した細胞株と培養方法 
 ヒト膵癌細胞株(MIA Paca2, AsPc1)、ヒト胆管癌細胞株(TFK-1,HuCCT1)は東北大学
加齢医学研究所医用細胞資源センターから入手した。HuCCT1,TFK-1,AsPc1 は 37 ℃、
5% CO2の条件下で非働化済み 10% fetal bovine serum (FBS)、(SAFC Biosciences, MO, 
USA)、1% Penicillin/Streptmycin (P/S)(Gibco/Life Technologies, CA, USA) 添加
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, MO, USA)で培養した。MIA Paca2 は同条件下で 10% FBS・
1% P/S 添加 Dulbecco modified Eagle medium(DMEM) (Gibco/Life Technologies)を
用いて培養した。 
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３．画像撮影機器 
NOG-EGFP マウスの臓器、細胞における eGFP のユビキタス発現を確認するため、以
下の実験を行った。NOG-EGFP マウスを安楽死後に解剖、臓器摘出し IVIS® Spectrum 
system (Caliper Life Sciences, MA, USA) で観察した。NOG-EGFP マウスの背部皮膚
から採取した線維芽細胞をディッシュ上で 10%FBS,1% P/S 添加 RPMI-1640 で培養し、
Keyence BZ-9000 fluorescence microscope (キーエンス日本,大阪,日本)で観察した。 
４．細胞移植 
前述の細胞株を血清含有培地 100ulに 5 x 105個となるように調整し、6週齢～8
週齢の雌NOG-EGFPマウス、雌NOD/SCIDマウスの背部2ヶ所にそれぞれ皮下移植した。
各マウス 6匹ずつ移植した。腫瘍径は週 2 回定期的に電子測径器(A&D,東京,日本)を
用いて計測した。観察期間は、マウスが 1 匹以上死亡した時点、あるいは「国立大学
法人東北大学における動物実験等に関する規定」で許容される腫瘍容積上限に達する
時点で終了した。腫瘍容積は以下の方法で算出した 8。腫瘍容積 = [長径×短径×短
径] / 2 。計測値は腫瘍容積の平均値で示した。 
５．臨床検体皮下移植 
東北大学病院肝胆膵外科で膵癌症例に対して行われた 5例の亜全胃温存膵頭十二指
腸切除術で摘出された標本から膵癌組織を採取し、NOG-EGFPマウス、NOD/SCIDマウ
スの両側背部皮下に移植し生着の有無を比較した。患者背景は平均年齢 63.6歳で、
男女比は 3：2であった。膵癌取扱い規約第 6版に準じた病理学的進行度はⅣa又はⅣ
bであった。手術により摘出後 30分以内に膵癌組織から移植片を採取し 1% P/S 添加
RPMI-1640下で氷中保存した。移植片採取後 2時間以内に 2～3 mm3 切片に細切し、6
週齢～8週齢の雌 NOG-EGFPマウス、雌 NOD/SCID マウスにペントバルビタール(Abbott 
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Laboratories, IL, USA) とセボフルレン(丸石製薬、大阪、日本))の全身麻酔下で背
部 2ヶ所に尖刀バサミで約 1cmの皮切を加え、皮下ポケットを作成後膵癌切片を挿入
し皮下移植した。皮膚は wound clipを用いて閉鎖した。１臨床検体あたり各マウス 3
匹に２カ所ずつ移植した。生着の有無は皮下移植した腫瘍が増大傾向を示した点で生
着とした。図１D-Fで示した病理所見は生着した膵癌皮下腫瘍が容積 1500 mm3 に達し
た後に摘出し、H&E染色、免疫染色を行ったものである。 
６．H&E 染色、免疫染色 
摘出したNOG-EGFPマウス皮下腫瘍の免疫染色、ヘマトキシリン＆エオジン(H&E) 染
色は、東北大学医学系研究科共通機器室動物病理プラットフォームに作成を依頼した。
免疫染色には抗 eGFP 抗体（ab290，Abcam, MA, USA) が使用された。NOG-EGFPマウス
皮下腫瘍は摘出後 10％ホルマリンで固定しパラフィンブロックを作成した。ブロック
後、1000倍希釈したウサギ抗 GFP抗体(ab290,Abcam,MA USA)を使用して 25℃、1時間
の条件で eGFP免疫染色を行った。二次抗体はウマ血清ペルオキシダーゼ(HRP)添加ヤ
ギ抗ウサギ IgG抗体（Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan）を使用した。ペルオキ
シダーゼの発色は 3.3’-ヂアミノベンゼン(DAB)を使用した。H&E 染色を含む全ての
手技は東北大学医学部共通機器室動物病理プラットフォームで行われた。eGFPは細胞
内にて発現させると、細胞内をモノマーとして拡散し、核・細胞質ともに発現が陽性
となる。 
７．フローサイトメトリー 
TFK-1で作成した皮下腫瘍を使用した。NOG-EGFPマウスから腫瘍摘出後、迅速に尖
刀バサミで細切後、コラゲナーゼ(Worthington Biochemical, NJ, USA) 添加
RPMI-1640で 37℃、30分培養し単細胞化した。1200rpm、3分の条件で遠心後、上清
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を 100μm 細胞用フィルターに透し、phosphate buffered saline （PBS;リン酸緩衝
生理食塩水)を加え洗浄、遠心を施行後、フローサイトメーター(FACS Aria TM Ⅱ Cell 
Sorter, BD Biosciences, Erembodegem, Belgium)を用い eGFP陽性細胞の分布を確認、
癌細胞のソーティングを施行した。 
表面抗原染色では、以下の表面抗原マーカーを同一サンプル内にそれぞれ同量滴下
後、30分間室温暗所に保存し洗浄を行った。使用した表面抗原マーカーは CD31、 CD90、 
CD49b、 CD14、 CD11c (CD31: 561410, CD90: 553007, CD49b: 553858, CD14: 560636 
and CD11c: 560583, 全て BD Biosciences) である。また、アイソタイプコントロー
ルは以下を使用した。APC-CyTM7(Rat IgG1, κ)-560534、Alexa-Flour700 (Hamster 
IgG,λ1):560555、APC (Rat IgG2a, κ):53932、PE (Rat IgM, κ):553943、 PE-CyTM7 
(Rat IgG2a, κ):552867、全て BD Biosciences。使用した表面抗原マーカーの選別は
前述の報告に基づいた 6。解析は FACS Aria TM Ⅱを使用した。 
８．フローサイトメトリー後の腫瘍形成能の確認 
腫瘍形成能にフローサイトメトリーが与える影響を確認するため、TFK-1の異種移
植腫瘍からフローサイトメトリーで回収した癌細胞を再度血清培地を使用しディッ
シュ上で培養し、血清含有培地 100ul に 5.0x105個の細胞数で調整後、NOG-EGFPマウ
スの右側背部に皮下移植し腫瘍形成を観察した（計 6匹）。腫瘍径は週 2回定期的に
電子測径器を用いて計測した。腫瘍容積の算出方法は前述の如く行った。 
９．統計 
グラフは全て平均値±標準誤差で作成した。細胞株での腫瘍形成能の比較での有意
性は GraphPad Prism for Windows version 5.02.を用い Mann-Whitney U testで検討
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した。臨床検体移植生着率の統計学的解析はχ2検定で行った。2 群間の有意差は
p<0.05で有意な差であるとした。 
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Ⅴ 研究結果 
１．NOG-EGFP マウスの eGFP 発現の確認 
紫外線照射下に NOG-EGFPマウスを体表観察すると、体毛以外に全身性の緑色蛍光
発色を認めた(図 1A)。主要臓器を摘出し観察すると、消化管を含む全ての臓器での
eGFP発現も確認できた(図 1B)。 さらに、皮膚から採取し培養した線維芽細胞での
eGFP発現も確認できた(図 1C)。 膵癌臨床検体で作成した皮下腫瘍を免疫染色したと
ころ、H&E染色では腺管構造を比較的保持した癌組織を認めた(図 1D)。抗 eGFP抗体
による免疫染色では腫瘍の間質部に eGFP陽性細胞を認めたが、染色された癌細胞は
認められなかった(Fig.1E)。未染色のスライドを蛍光顕微鏡下で観察したところ、免
疫染色と同様に間質部にのみ蛍光発色を認めた(図 1F)。全ての染色において eGFP陽
性の癌細胞は認められなかった(図 1D-E)。 
２．腫瘍形成能の比較 
膵癌細胞株(MIA Paca2, AsPc1)、胆管癌細胞株(HuCCT1, TFK-1)で腫瘍形成能を比
較した結果、全ての細胞株において NOG-EGFP マウスは NOD/SCIDマウスより有意差を
持って優れた腫瘍形成能を示した(p<0.01) (図 2A-D)。 興味深い事に、両者において
腫瘍形成の開始には差を認めたがその後の増大曲線はほぼ同等であった。 
３．臨床検体を用いた生着能の比較 
 膵癌臨床検体を皮下移植した症例数は 5例である。結果は表 1に示した。生着し
た腫瘍数では NOG-EGFP マウスに多い傾向があったが、両者に有意な差は認めなかっ
た。臨床検体については細胞株のような顕著な差は認められなかった。 
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４．癌細胞と間質細胞の分離 
NOG-EGFPマウスから皮下腫瘍(TFK-1)を摘出、単細胞化した後フローサイトメトリ
ーで解析を行った。FITCで eGFPを励起したところ、細胞集団は 2群に明瞭に分離さ
れ、それぞれ eGFP陽性細胞と陰性細胞を示していた(図 3A)。その 2群は eGFP陽性細
胞集団がマウス由来間質細胞、eGFP陰性細胞集団が癌細胞(TFK-1)を示しており、eGFP
（その他[3]）陰性細胞集団に対しソーティングを施行し回収した。次いで、癌細胞
を示している細胞集団内に含まれるマウス由来間質細胞の混入度を各種表面抗原マ
ーカー染色により解析した。表面抗原が示す間質細胞は以下の通りである。CD11c (樹
状細胞)、CD14 (マクロファージ)、 CD49 (ナチュラルキラー細胞)、CD31 (血管内皮
細胞)、CD90 (線維芽細胞)。癌細胞集団内のマウス間質細胞の混入は、CD11c:0.4%（そ
の他[4]）、CD14:1.7%、 CD49:1.6%、 CD31:0.9%、 CD90:0.4%であり、完全には除去
できなかったものの、前述の報告の結果と比較すると同等かそれ以下の結果であった
6。 
５．フローサイトメトリーによるソート・回収後の viability の確認 
上述の如く、NOG-EGFPマウス皮下腫瘍(TFK-1)を摘出、単細胞化後フローサイトメ
トリーにより回収した細胞の一部を培養したが、細胞の形態、増殖能は保たれていた
(図 4A)。対照として、皮下腫瘍(TFK-1)から摘出、単細胞化後に直接培養した細胞を
蛍光顕微鏡で観察した所、癌細胞と共に蛍光緑色発光する eGFP陽性細胞を認めた(図
4B)。フローサイトメトリーの前後で比較すると、蛍光顕微鏡下では eGFP陽性細胞は
除去されていることが確認された(図 4A,4B)。次いで、フローサイトメトリー後、培
養した TFK-1細胞の腫瘍形成能を確認するため、NOG-EGFPマウスの背部皮下に 5.0 x 
105 個/匹で移植した(図 4C)。フローサイトメトリーで回収した TFK-1細胞において
17 
 
腫瘍形成が確認された(図 4C)。しかしながら、皮下移植から腫瘍形成開始までの期間
はフローサイトメトリーを経由せずに移植した細胞より遅れが見られた(図 4C)。した
がって、フローサイトメトリーにより viability は少なからず影響を受けるものの、
細胞培養やその後の異種移植で腫瘍を形成しうる程度の viabilityは保持される事が
確認された。 
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Ⅵ 考察 
 ヒト癌組織を免疫不全マウスへ移植し作成される「異種移植モデル」は癌基礎研究
又は臨床前モデルとして幅広く利用されている 1。しかし、手術や検査で摘出・採取
された癌組織を直接用いて遺伝子解析等の研究を行う場合、獲得した癌組織の収量は
制限されることから、症例によっては解析を断念せざるを得ない場合もある。異種移
植モデルの場合、一度生着が得られれば最初の収量に関係なくマウス上で癌組織は増
大する。さらに継代する事で、サンプルの収量の制限や経時的な劣化という問題を解
決できる。現在では、異種移植モデルとして nudeマウス 9, 10、SCID マウス 9, 11, 12、
NOD/SCIDマウス 11、NOGマウス 13, 14が利用されており、癌種も消化器系、呼吸器系、
骨髄系など多様で臨床前段階の薬剤感受性試験などにも応用されている 15。現時点で
これらの中では NOG マウスが最重度の免疫不全マウスであり 5, 13、異種移植の腫瘍形
成能は他の免疫不全マウスより優れている 5。そのため、異種移植モデルを作成する
際に NOGマウスの有用性は非常に高い。本研究では，癌細胞の異種移植における
NOG-EGFPマウスの腫瘍形成能を検討したところ、NOG-EGFPマウスは NOD/SCIDマウス
と比較して有意に腫瘍形成能が優れているという結果を得た。その後、NOG-EGFPマウ
スにヒト胆管癌細胞株を移植し作成した皮下腫瘍を摘出し、単細胞化後フローサイト
メトリーを使用しヒト胆管癌細胞からマウス間質細胞を分離し、癌細胞を収集した。
収集した癌細胞へのマウス間質細胞の混入は極少量で、収集後の細胞の viabilityは
比較的保持されていた。これらの結果から、NOG-EGFPマウスは癌研究の一助となり今
後新しい in vivoモデルを作成する上での有用性が示された。 
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蛍光免疫不全マウスとしては、現在まで GFP nude マウス 16、NOD/SCID EGFP マウス
6、NOG-EGFPマウス 7が開発されてきた。Niclou らは NOD/SCID EGFP マウスで作成し
た異種移植モデルの腫瘍を癌細胞とマウス由来細胞にわずかな contaminationで分離
する事ができたと報告している。この報告に従い、私は NOG-EGFP マウスで作成した
皮下腫瘍を用いてフローサイトメトリーにより分離した癌細胞内のマウス由来間質
細胞の混入度を解析した。Niclouらの報告では、分離した癌細胞内に含まれるマウス
由来間質細胞の混入度は 0.3-2.7％で、本研究での混入率は 0.4-1.7%であった。混入
度はほぼ同程度かそれ以下の結果であり、NOG-EGFPマウスを使用する事の有用性が示
された。マウス由来間質細胞混入の原因であるが、図４Ａで皮下腫瘍を単細胞処理後
に培養用ディッシュで蛍光顕微鏡で観察したところ、肉眼的に eGFP 陽性細胞が検出
されておらず、蛍光発色を有する細胞のソートの精度は良好であると考えられること
から、フローサイトメトリーで検出困難なほどの eGFP発現の微弱な細胞が混入して
いる可能性がある。従って、マウスに特異的な他のマーカーを用いて再ソートを行え
ば、分離精度はより高まるかもしれない。加えて、私は回収した癌細胞の viability
を in vitro、in vivoで確認した。これまでのところ、今回の実験で示したような報
告はなく、本研究の結果は異種移植モデルからフローサイトメトリーを用いて回収し
た癌細胞が各種研究に利用できる可能性を示している。NOG-EGFPマウスに再移植した
癌細胞の増殖開始時期が遅くなる理由としては、フローサイトメトリーによる
viabilityの低下が影響している可能性が高いが、癌細胞の悪性度自体が変化してい
る可能性も否定できない。 
また、Niclouらは別な蛍光色素で標識された癌細胞の腫瘍を解析に用いており、すな
わち癌細胞も間質細胞も蛍光を有する腫瘍から両者を分離したわけであるが、私が分
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離に用いた腫瘍の癌細胞は蛍光標識しておらず、分離が目的であれば腫瘍細胞の標識
は必要ないことも証明できた。 
Suemizuらはヒト臍帯血 CD34陽性細胞の生着能が NOGマウスと NOG-EGFPマウスで
変らないとする報告をしたが 7、これまで NOG-EGFPマウスにおいて癌細胞を用いた異
種移植モデルの研究は報告されていなかった。今回われわれは４種類の cell lineを
用いて、NOD/SCIDマウスよりも生着能力が優れている事を証明した。この点から
NOD/SCID EGFPマウスよりも NOG-EGFPマウスの方が異種移植の生着率が高い事が推測
される。私の行った臨床検体移植での比較では NOG-EGFPマウスと NOD/SCIDマウス間
で有意差を認めなかったが、NOG-EGFPマウスにおいて生着率は高い傾向にあり、症例
数を増やせば有意差を認める可能性は高いと考えられた。 
また、本方法の応用例の一つとして間質細胞を対象とした研究が挙げられる。すな
はち、今回は宿主間質細胞の混入を最小限に抑えた癌細胞の回収を目的としたが，裏
を返せば，この方法は間質細胞の回収にも役立つことが考えられる。最近、化学療法
の分野では従来の薬剤に加え分子標的薬の発展が目覚ましい。なかでも血管新生阻害
薬のベバスツマブ(bevastumab)17や SMO阻害薬(smoothend inhibitor; hedgehog 
inhibitor)18, 19のような癌細胞以外にも間質細胞をターゲットにする分子標的薬が実
臨床の場でも使われてきている。したがって、今回の方法で間質細胞の回収が可能と
なれば、このような間質細胞をターゲットにする薬剤のバイオマーカーを研究する分
野に寄与するかもしれない。 
本研究は細胞株の異種移植腫瘍を用いて癌細胞と間質細胞の分離を検討したが、今
後、臨床検体を直接移植した異種移植モデルにおいても癌細胞と間質細胞の高精度の
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分離が可能となれば、獲得したサンプルの各種網羅的解析への応用や、新規薬剤のバ
イオマーカーの探索への応用が可能となるであろう。 
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Ⅶ 結論 
NOG-EGFPマウスの腫瘍形成能は他の免疫不全マウスより優れており、従来では生着
を認めなかった癌種や微量検体でも生着が期待できる。さらに、その蛍光性により生
着した腫瘍を癌細胞とマウス間質細胞を明瞭に分離する事が可能で異種移植モデル
から各種解析を行う上で純度の高いサンプルを獲得する新たな方法と成り得る。 
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Ⅹ 図表説明 
図 1 
NOG-EGFPマウスの eGFP発現の確認 
A) 携帯紫外線照射ランプ下 NOG-EGFPマウス全身像。 
B) NOG-EGFPマウスの主要臓器写真。観察は IVIS® spectrumを使用した。全ての臓器
で eGFP発現を認めた。 
C) NOG-EGFP マウスの背部から抽出し培養した線維芽細胞を蛍光顕微鏡下で観察した。
全ての線維芽細胞に eGFP発現を認めた。 
D)-F) NOG-EGFPマウスに生着した膵癌臨床検体由来腫瘍の病理組織像。  
D) ヘマトキシリン-エオジン(H&E)染色では腺管構造をある程度保持した癌腫瘍を確
認した。 
E) 免疫染色(抗 eGFP 抗体)。癌組織ではなく間質細胞が陽性に染色された。eGFPで染
色される癌細胞は認められなかった。    
F) 未染のプレパラートを蛍光顕微鏡で観察。免疫染色の結果と同様に、間質細胞が
蛍光発色していた。   
図 2 
NOG-EGFPマウスと NOD/SCID マウスの腫瘍形成能の比較 
A) 膵癌細胞株(MIA Paca2, AsPc1)。共に NOG-EGFPマウス、NOD/SCID マウスの背部に
5.0 x 105個移植し、腫瘍形成を観察した(n=6)。NOG-EGFP マウスおいて腫瘍形成
能が有意に良好であった(p<0.01)。 
B) 胆管癌細胞(TFK-1,HuCCT1)における腫瘍形成能の比較。膵癌細胞株と同じく
NOG-EGFPマウスおいて腫瘍形成能が有意に良好であった(p<0.01)。 
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図 3 
フローサイトメトリーの結果 
A) NOG-EGFP マウスから皮下腫瘍を摘出後、単細胞化しフローサイトメトリーで解析
した。FITCで励起した所、eGFPの有無で細胞集団は 2群に明確に分離できた。 
B) 分離・回収した癌細胞集団内に混入したマウス由来間質細胞を各種表面抗原マー
カーで染色し解析した。間質細胞の混入の割合は 0.4～1.6%であり、NOD/SCID EGFP
マウスを用いて行った報告と同等かそれ以下の結果であった。 
図 4 
フローサイトメトリーで回収後の癌細胞の観察、腫瘍形成能の検討 
A) フローサイトメトリーで回収した癌細胞をディッシュ上で培養した。蛍光顕微鏡
下では、EGFP陽性細胞は認めなかった。 
B) Controlとして、皮下腫瘍を摘出し、単細胞化した細胞を未ソートでディッシュ
上に培養した。蛍光顕微鏡下では、eGFP陽性細胞が散見された(黒矢印：eGFP陽
性細胞)。 
C) フローサイトメトリーで回収した細胞をディッシュで培養後、NOG-EGFPマウスの
背部に 5.0 x 105個皮下移植した(n=6)。腫瘍形成能は保持されていた。フローサ
イトメトリーを経由しない細胞との腫瘍形成を比較すると遅れが認められた。 
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表１ 
NOG-EGFP マウスと NOD/SCID マウスの臨床検体生着率の比較 
NOG-EGFPマウスと NOD/SCIDマウスの生着率を比較する為、膵癌臨床検体を背部に
移植し生着の有無を観察した。マウスはそれぞれ 3 匹使用し背部 2 ヶ所に移植した。
年齢は臨床検体提供者の手術時年齢、病理学的進行度は膵癌取扱い規約に基づき術後
確定された病理診断を記載した。 
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Ⅻ 表 1 NOG-EGFP マウスと NOD/SCID マウスの臨床検体生着率の比較 
 
 
＊１症例につき各マウス 3匹に 2ヶ所ずつ移植した（n=6）。明らかに腫瘍の増大傾向
を認めたものを生着ありと判定した。 
No. 年齢 病理学的進行度 NOG-EGFP NOD/SCID P 
1 67 Ⅳa 66.6%(4/6) 66.6%(4/6)  
2 67 Ⅳb 83.3%(5/6) 33.3%(2/6)  
3 71 Ⅳa 33.3%(2/6) 33.3%(2/6)  
4 39 Ⅳb 50.0%(3/6) 33.3%(2/6)  
5 74 Ⅳb 33.3%(2/6) 16.7% (1/6)  
計   53.5%(16/30) 36.7%(11/30) 0.1934 
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図1   NOG-EGFP マウスのeGFP発現の確認         
  NOG-EGFP マウス全体像(紫外線照射下)         
B NOG-EGFPマウス主要臓器の紫外線下での観察 
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 CD49b (Natural Killer cells) 1.6 
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